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5 La presente invention concerne un procede et un dispositif de 

culture de cellules vivantes par couplage d'un bioreacteur avec un automate de 
selection. 

Le traitement des dechets est une preoccupation de plus en plus 
constante des citoyens et des gouvernements. Une partie importante des 
10 traitements est effectuee dans des usines mettant en ceuvre des cuves 
inoculees par une flore bacterienne. Mais la flore bacterienne evolue dans le 
temps et cette evolution est souvent defavorable aux reactions que Ton 
souhaite voir intervenir dans les cuves. 

Le probleme de la derive des cultures bacteriennes est un 
15 probleme general que Ton trouve par exemple dans Industrie pharmaceutique. 
Dans cette Industrie, on evite la derive en operant de maniere sterile. 

Mais il est inconcevable economiquement de travailler d&ns de 
telles conditions par exemple dans une usine de traitement des dechets. ^ 

. Les dispositifs de culture tels que mis en ceuvre dans rinjustrie, 
20 pour la production de metabolites d'interet commercial, ou la biodegradation de 
dechets ou d'eaux usees par exemple, sont confrontes au probleme de la 
contamination par des especes provenant du milieu exterieur. La conduite des 
cultures sous conditions steriles qui impliquent le confinement total des 
equipements est une solution au probleme de la contamination par des especes 
25 exterieures, mais elle est difficile a envisager pour des raisons de coGt de 
traitement dans les applications telles que la biodegradation de dechets, ou 
meme impossible a mettre en ceuvre dans des utilisations extensives de 
populations microbiennes telles que dans le lagunage par exemple. 

Par ailleurs, WO 00/34433 decrit une technique qui permet la 
30 selection et la proliferation acceleree de cellules vivantes en suspension. En 
maintenant un regime de concentration de cellules constant (turbidostat) sur 
des periodes illimitees, le dispositif decrit se comporte done comme un procede 



i er aepoi 



2 

de selection automatis6e qui en meme temps elimine les variants statiques de 
cellules vivantes, c'est-a-dire les cellules vivantes qui stagnent dans les 
conduites et les recipients et privilegie les variants dynamiques restant en 
suspension, qui sont de mieux en mieux adaptes aux conditions de culture. 
5 [^industrialisation d'un tel dispositif en vue de traiter des volumes 

de plusieurs m 3 , voire plusieurs dizaines ou centaines de m 3 peut s'envisager 
par simple homothetie mais son fonctionnement en serait rendu couteux pour 
plusieurs raisons : 

les moyens mis en oeuvre pour le transfert periodique d'une cuve a I'autre 
1 0 ainsi que le transfert periodique des fluides de sterilisation et de rin?age et 

des additifs de culture consomment de J'energie ; _ . 

une consommation importante de fluides de sterilisation et de linkage ; 

['utilisation d'une seule cuve a la fois, I'autre restant en attente done etant 

inutile au procede. Elle doit cependant posseder tous les equipements 
15 necessaires au developpement de la culture: regulation de temperature, 

systeme de sterilisation, systeme d'agitation, etc. 

la difficulty de lire en continu la turbidite dans un bioreacteur de grande taille 
avec des densites de culture importantes ; 

Pour ces raisons, la biodegradation des eaux usees met en oeuvre 
20 a ce jour des populations bacteriennes diverses dont la nature echappe au 
controle de Toperateur, et sans qu'il soit possible de n'utiliser que les especes 
selectionnees pour leur performance ou leur efficacite par rapport au substrat, 
e'est-a-dire aux composes a degrader presents dans les eaux usees. 

II serait done souhaitable de disposer d'une technique notamment 
25 de biodegradation des eaux usees permettant de mettre en oeuvre 
essentiellement les especes selectionnees pour leur performance ou leur 
efficacite par rapport aux composes a degrader presents dans les eaux usees. 

Or, aprds de longues recherches la demanderesse a decouvert un 
procede permettant de reproduire et de controler les conditions de proliferation 
30 dans un bioreacteur de grande dimension, ou dans un milieu naturel tel qu'une 
lagune ou un plan d'eau par exemple, et fonctionnant de maniere continue, 
semi-continue ou discontinue, sans avoir recours au confinement et a la 



sterilisation, et en privilegiant les variants dynamiques de cellules vivantes, qui 
sont de mieux en mieux adaptees aux conditions de culture. 

Ce precede est essentiellement fonde sur la cooperation entre un 
bioreacteur et un dispositif de selection automatique de cellules vivantes. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet un procede de 
traitement en continu, semi-continu ou discontinu d'un substrat, dans lequel 
ledit substrat installe dans un recipient bioreacteur est soumis a Taction d'une 
culture de cellules vivantes C1 permettant d'effectuer une reaction R1 sur ledit 
substrat et dans lequel on inocule periodiquement et de preference 
0 regulierement le milieu a I'aide de cellules vivantes C2 ameliorant ladite 
reaction, lesdites cellules vivantes C2 etant issues d'une selection effectuee par 
un dispositif de selection automatique, de preference exclusivement en 
suspension, d'une population de cellules vivantes dynamiques et ledit dispositif 
de selection automatique de cellules vivantes etant alimente par le meme 
5 substrat que le recipient bioreacteur et etant inocule a I'origine par les cellules 
vivantes C1 presentes dans la cuve du recipient bioreacteur. 4, 

On peut ajouter, si desire, au dispositif de selection ou |u 
bioreacteur, a tout moment, d'autres cellules vivantes, par exemple pojjr 
augmenter la concentration cellulaire ou introduire de nouvelles especes. ^ 
, 0 Dans la presente demande et dans ce qui suit, le terme « cellules 

vivantes dynamiques» designe des cellules vivantes proliferant en suspension 
et soumises a une selection dirigee (a IMnverse des « cellules vivantes 
statiques», designant des cellules vivantes adherant a la surface des 
recipients et conduites, echappant ainsi a la selection). 
25 Generalement, on utilisera comme cellules vivantes C2 les 

cellules vivantes proliferant en suspension et soumises a une selection dirigee. 
Dans certaines applications, on utilisera comme cellules vivantes C2 non pas 
les cellules vivantes dynamiques, mais les cellules vivantes statiques. 

Dans des conditions preferentielles de mise en ceuvre de 
30 l'invention, le dispositif de selection automatique des cellules vivantes 

dynamiques, comporte : 

deux recipients ou plus permettant de recevoir et maintenir des cultures de 
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cellules vivantes en suspension, 

- un ensemble de moyens permettant d'allmenter separement ces recipients en 
fluides de sterilisation, de nettoyage ou de neutralisation 

- un ensemble de moyens permettant d'alimenter ces recipients en gaz 

5 - un ensemble de moyens permettant d'alimenter ces recipients en substrat 

un ensemble de moyens permettant de transferer le contenu d'un recipient 
dans I'autre et vice-versa 

un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou partie du contenu de 
ces recipients vers un autre dispositif tel qu'un recipient bioreacteur 
10 - un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou partie du contenu de 
ces recipients vers une poubelle. 

Au debut de la mise en ceuvre, des cellules vivantes C1 sont 
presentes dans la cuve du recipient bioreacteur et dans le dispositif de selection 
automatique. Au cours du temps, le dispositif de selection privilegie 
15 (selectionne) I'apparition et la proliferation de variants de cellules vivantes 
dynamiques C2, toujours mieux adaptees aux conditions de cultures et contre- 
selectionne les cellules vivantes C1 moins bien adaptees. Les cellules vivantes 
C2 sont transferees dans le recipient bioreacteur ou elles entrent en 
competition avec les cellules vivantes C1 puis les supplantent. A la fin, on 
20 constate que la population de cellules vivantes C1 a ete remplacee par les 
cellules vivantes C2. De preference, en parallele, on preleve des cellules 
vivantes dans la cuve du recipient bioreacteur pour les transferer dans le 
dispositif de selection automatique. 

Le dispositif de selection automatique de cellules vivantes 
25 dynamiques comporte notamment 

(a) au moins un premier et au moins un deuxieme recipient de culture destines a 
recevoir une culture 

(b) une source de gaz; 

(c) une source de milieu; 

30 (d) une source pour un agent sterilisant; et 

(e) un systeme de conduces comportant des moyens pour relier au choix Tun des 
deux recipients de culture a la source de milieu tels que des vannes ainsi que 



les deux recipients de culture entre eux et pour relier au choix I'autre recipient 
de culture a la source de I'agent sterilisant. 

Le gaz utilise peut etre adapte aux cellules vivantes aerobies ou 

anaerobies. 

5 Dans d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre de 

1'invention, entre les deux recipients de culture sont prevues deux conduites de 

liaison qui comportent un troncon de conduite commun. 

Dans d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre de 

1'invention, sur le troncon de conduite commun est prevue une conduite 
1 0 d'evacuation par laquelle on peut prelever les cultures des recipients de culture. 

Les cellules vivantes C2 ameliorant la reaction sont de pref6rence prelevees 

par cette conduite. 

Dans encore d'autres conditions preferentielles de mise en ceuvre 

de 1'invention, 

15 - le dispositif bioreacteur et le dispositif de selection automatise sont alimentes 
avec le meme substrat ; 
- le bioreacteur fonctionnant en continu, le debit d'alimentation en substrat 
applique sur la ligne d'arrivee de substrat est identique a celui applique a la 
ligne de soutirage de milieu de culture. % 
20 un dispositif de selection genetique automatise de cellules 

vivantes C2 utilisable est notamment celui decrit dans WO-A-00/34433 et qui 
peut fonctionner suivant des conditions de culture telles que le dispositif de 
selection privilegie toujours les cellules vivantes variantes dites «dynamiques» 
qui sont de mieux en mieux adaptees aux conditions de culture maintenues 

25 dans le recipient bioreacteur. 

Parallelement au fonctionnement du bioreacteur, on transfere de 
facon periodique tout ou partie de la culture presente dans le dispositif de 
selection automatise vers le recipient bioreacteur. 

Dans I'invention, on dispose done en permanence d'une reserve 
30 de cellules vivantes variantes dynamiques de mieux en mieux adaptees aux 
conditions de culture pre-etablies et imposees au recipient bioreacteur. 

Les cellules vivantes variantes dynamiques a fort taux de 
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croissance selectionnees par ie dispositif de selection sont inoculees 
periodiquement dans le bioreacteur ou elles supplantent les cellules vivantes 
statiques a plus faible taux de croissance presentes dans la cuve. 

Le rapport entre les taux de croissance des cellules vivantes 
5 presentes dans la cuve et des cellules vivantes a taux de croissance accru 
selectionnees par le dispositif de selection, fait que les cellules vivantes issues 
du dispositif de selection supplantent rapidement les cellules vivantes presentes 
dans la cuve du bioreacteur. 

En effet le taux de croissance des cellules vivantes issues du 

10 dispositif de selection sera toujours au moins egal au taux de croissance 
maximum des cellules vivantes presentes dans le bioreacteur. 

En resume, si au cours de la culture continue, le taux de 
croissance des cellules vivantes issues de I'automate de selection est egal au 
taux de croissance des cellules vivantes presentes dans le bioreacteur, alors 

1 5 1'ensemble des cellules vivantes evoluera en meme temps ; s'il est superieur, 
alors les cellules vivantes issues de ('automate de selection prendront le pas 
sur celles deja presentes dans le bioreacteur. 

Par ailleurs, en transferant periodiquement des cellules vivantes 
du bioreacteur vers le dispositif de selection automatise, on a la certitude de 

20 mettre en competition les deux populations de cellules vivantes et de 
selectionner parmi les eventuelles variantes issues du bioreacteur et celles du 
dispositif de selection automatise les cellules vivantes les mieux adaptees aux 
conditions du bioreacteur. 

Les performances du precede de bioconversion ou de 

25 biodegradation conduit dans le bioreacteur sont done au pire maintenues mais 
habituellement ameliorees en permanence grace au remplacement periodique 
des cellules vivantes actives presentes dans le bioreacteur par des cellules 
vivantes actives issues du dispositif de selection automatise, toujours plus 
performantes car toujours mieux adaptees aux conditions de culture. 

30 Par ailleurs {inoculation etant repetee periodiquement et par 

consequent avec des cellules vivantes de mieux en mieux adaptees aux 
conditions de culture, le dispositif de selection automatise garantit la 



preponderance des cellules vivantes les plus actives vis-a-vis du substrat 

present dans le bioreacteur. 

Un dispositif de selection automatise de faible taille, par exemple 

dote de recipients de culture de 25 ml seulement, suffit a faire fonctionner 
5 efficacement un recipient bioreacteur tel que le bassin d'aeration d'une station 

de traitement d'eau usee de 100 m 3 . II est possible, bien sur, d'utiliser des 

recipients de culture de volume plus important, par exemple 1 litre. 

Les cellules vivantes C2 utilisees ameliorant la reaction de 

byconversion peuvent notamment etre produites par mise en ceuvre d'un 
1 0 procede comportant les etapes suivantes : 

(a) mise a disposition d'une culture dans au moins un premier recipient de 
culture; 

(b) . alimentation continue de la culture dans le premier recipient de culture avec 

du gaz a partir d'une source de gaz et reapprovisionnement regulier en 
15 liquides a partir d'une source de milieu ; > 

(c) transfert de la culture du premier recipient de culture par des conduites de 
liaison dans au moins un second recipient de culture au moyen d'un circuit de 
cqnduite approprte ; h 

(d) connexion du premier recipient de culture avec une source pour un ^gent 
20 sterilisant, pour steriliser le premier recipient de culture ; 

(e) enlevement de I'agent sterilisant du premier recipient de culture ; 

(f) alimentation continue de la culture dans le second recipient de culture avec 
du gaz a partir de la source de gaz et reapprovisionnement regulier en 
liquides a partir de la source de milieu ; 

25 (g) retour de la culture du second recipient de culture par les conduites de liaison 
dans le. premier recipient de culture au moyen d'un circuit de conduite 
approprie ; 

(h) connexion du second recipient de culture avec la source pour I'agent 
sterilisant, pour steriliser le second recipient de culture ; et 
30 (i) enlevement de I'agent sterilisant du second recipient de culture. 

Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre du procede ci- 
dessus decrit, on repete au moins une fois les etapes (b) a (h). 
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Dans la pr6sente demande et dans ce qui suit, le terme « recipient 
bioreacteur» designe par exemple le bassin d'aeration d'une station 
d'epuration, le bassin de methanisation d'une unite de traitement biologique 
anaerobie, une lagune, un plan d'eau, une cuve par exemple de 0,5 litre a 
5 100 m 3 , notamment de 1 litre a 100 m 3 , particulierement de 5 litres a 50 m 3 et 
tout particulierement de 10 litres a 50 m 3 ou un fermenteur par exemple de 0,5 
litre a 100 m 3 , notamment de 1 litre a 100 m 3 , particulierement de 5 litres a 
50 m 3 et tout particulierement de 10 litres a 50 m 3 . 

Dans la presente demande et dans ce qui suit, le terme 

10 «substrat» designe un milieu contenant un compose dont on envisage la 
conversion metabolique, en particulier une eau d/origine industrielle comme par. 
exemple des eaux de lavage de cuves de stockage d'hydrocarbures, des eaux 
de lavage d'installations de productions d'intermediaires pharmaceutiques, des 
eaux de ringage de gateaux de filtration, des eaux de lavage des fumees issues 

15 de productions chimiques, des effluents issus du degivrage des aeronefs, une 
eau d'origine municipale comme par exemple des eaux usees domestiques, un 
polluant accidentel de I'environnement comme par exemple la presence en mer 
d'une nappe d'hydrocarbures ou d'autres produits chimiques provenant 
respectivement du naufrage d'un petrolier ou d'un chimiquier, des effluents 

20 chimiques repandus sur le sol suite a un accident impliquant une citerne de 
transport (voie routiere ou ferree), des sols pollues aux metaux lourds ou a la 
dioxine. 

Le terme « substrat» designe aussi un compose dont on envisage 
la conversion metabolique comme par exemple le glucose servant a la 

25 production de biomolecules d'interet industriel comme la lysine, le xanthane, les 
alginates, les polyols, I'hygromycine, I'ethanol servant a la production de 
vinaigre par fermentation acetique, I'acide oxalique utilise pour des applications 
de biohydrometallurgie. 

Le terme « substrat» designe egalement des molecules polluantes 

30 comme les composes organochlores volatils (comme les solvants chlores et les 
CFCs), les pesticides organochlores (comme le DDT) ; les hydrocarbures 
aromatiques poiycycliques ha!ogen6s (comme les PCBs, dioxines et furanes) ; 



les solvants (comme le benzene, toluene, le xylene). 

Le terme «cellules vivantes» designe par exemple une ou 
plusieurs flores bacteriennes comme Sphingomonas wittichii (qui catalyse la 
byconversion de la dioxine), Pseudomonas putida (qui catalyse la 
5 byconversion des cyanures et cyanates), Agrobacterium radiobacter (qui 
catalyse la bioconversion de pesticides comme le bromoxynil), certaines 
souches d'Alcanivorax ou d'Acinetobacter (capables de biodegrader de 
nombreux hydrocarbures aliphatiques), Xanthomonas campestris (qui est 
implique dans la biosynthese du xanthane) ou Sphingomonas paucimobilis (qui 
1 0 est implique dans la biosynthese du gellane). 

Le terme «cellules vivantes» designe aussi des cellules animates 
comme des cellules de mammiferes (comme les cellules HEK-293) pour la 
production d'anticorps monoclonaux, de facteurs cellulaires de croissance des 
cellules d'insectes pour la production de proteines recombinantes ou de 
15 . particules virales entomopathogenes (comme les cellules Sf9). ^ 

Le terme «cellules vivantes» designe egalement des pilules 
vegetales comme des cellules vegetates de Datura pour la production 
d'alcaloTdes tropaniques (atropine, hyosciamine et scopolamine), des, cellules 
vegetales. transgeniques pour la production de molecules d'interet indjjstriel 
20 (comme la surproduction d'amidon par la pomme de terre). 

Le terme «cellules vivantes» designe de meme des levures 
comme Saccharomyces cerevisiae servant a la production de bioethanol a 
partir du glucose ou a la production de xylitol a partir du glucose, Candida 
tropicalis YMEC14 servant a la biodegradation de composes phenoles 
25 (provenant de la production d'huile d'olive), Candida famata servant a la 
biodegradation de composes nitrites. 

Le terme «cellules vivantes» designe tout autant des champignons 
comme Penicillium janthinellum capable de produire une xylanase, enzyme 
depolymerisant le xylane, Streptomyces clavuligerus capable de produire la 
30 cephalosporine C a partir du glucose comme unique source de carbone, ou 
Phanerochaete chrysosporium capable de biodegrader les dioxine di- et 
tetrachlorees. 
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L'inoculation periodique en provenance du dispositif de selection 
automatique de cellules vivantes est par exemple effectuee toutes les 48 
heures, de preference ail moins une fois par semaine, particulierement au 
moins une fois par mois et tout particulierement apres chaque amelioration 
5 notable du taux de croissance des cellules vivantes C2. 

Les procedes de traitement en continu, semi continu ou discontinu 
d'un substrat objet de la presente invention possedent de tres interessantes 
qualites. lis permettent notamment de controler biologiquement le 
fonctionnement d'un bioreacteur de conception classique en exercant le 
10 controle des cellules vivantes presentes par elimination des cellules vivantes 
les moins adaptees au milieu de culture comme un contaminant ayant.un taux 
de croissance inferieur a celui des cellules vivantes presentes dans le 
bioreacteur par exemple. II est done possible de s'affranchir des contraintes de 
sterilite. 

15 Un dispositif de selection de faible taille, par exemple dote de 

bioreacteurs d'un litre, suffit a faire fonctionner efficacement un recipient tel 
qu'un plan d'eau d'un volume de 4000 m 3 . 

L'invention permet aussi d'ameliorer I'efficacite d'un procede de 
culture de conception classique en augmentant Pactivite des cellules vivantes 

20 mises en oeuvre dans le procede sans refonte des dispositifs utilises. On peut 
ainsi augmenter les rendements de production d'une molecule d'interet et/ou la 
Vitesse de degradation de substrats. 

Ces qualites sont illustrees ci-apres dans la partie experimental. 
Elles justifient I'utilisation des procedes ci-dessus decrits par 

25 exemple dans la biodegradation de composes recalcitrants. En effet 
aujourd'hui, un grand nombre de dechets issus de I'industrie de la chimie sont 
detruits par incineration a des coQts eleves et avec un risque environnemental 
important lie au risque d'emission dans ('atmosphere de composes dangereux 
pour I'homme et son environnement. Le traitement biologique de ces dechets 

30 (ou bioconversion) est souvent rendu impossible par les temps de traitement 
necessaires ou par I'incapacite des cellules vivantes a metaboliser les 
composes presents dans le dechet, ou encore par I'effet inhibiteur de certains 
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composes vis-a-vis de I'activite bacterienne en general. 

Le dispositif de 1'invention permet de rnaintenir dans un 
bioreacteur dedie a la bioconversion de dechets, des cellules vivantes 
specifiquement adaptees et performantes vis-a-vis des composes presents 
5 dans le dechet et done de rendre possible la bioconversion de dechets 
traditionnellement detruits par incineration. 

En selectionnant grace au dispositif de selection les cellules 
vivantes de mieux en mieux adaptees au milieu de culture, I'invention permet 
d'ameliorer I'efficacite d'un procede de culture de conception classique en 
10 augmentant I'activite des cellules vivantes mises en ceuvre dans le procede 
sans refonte des dispositifs de mise en ceuvre. 

Ces qualites justifient aussi I'utilisation des precedes ci-dessus 
decrits par exemple dans I'amelioration du fonctionnement des stations de 
traitement biologique des effluents. En effet, le bon fonctionnement des stations 
1 5 d'epuration des effluents urbains ou industriels peut etre affecte par la presence 
accidentelle dans les effluents de composes recalcitrants vis-a-vis des cellules 
vivantes presentes. On peut prevoir de remedier a ce probleme par adjonction 
d'un dispositif tel que decrit ci-dessus. - 

Le bioreacteur est dans ce cas materialise par le bassin deration 
20 existant de la station d'epuration. L'alimentation du dispositif de selection 
automatise peut etre realisee par un piquage situe en amont du systeme 
d'aeration dans un bassin de d6cantation primaire par exemple. L'inoculation 
reciproque du dispositif de selection et du bioreacteur est realisee comme 
illustre ci-apres a la figure 1. On peut egalement utiliser une ligne de connexion 
25 exterieure .pour .alimenter I'automate avec un substrat modifie par rapport au 
milieu preleve en amont du bassin d'aeration. Ce dispositif peut etre utilise pour 
enrichir les bassins d'aeration en cellules vivantes adaptees a la biodegradation 
d'eventuels composes recalcitrants presents dans les effluents. 

Ces qualites justifient aussi I'utilisation des precedes decrits ci- 
30 dessus par exemple dans I'amelioration des performances des biosyntheses. 
L'invention peut etre a cet effet etre utilisee pour I'amelioration des 
performances (rendement, temps de croissance) des precedes industriels de 
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synthese par biocatalyse. 

Aujourd'hui, Amelioration des performances des biosyntheses 
reposant sur des fermentations, qu'elles soient en batch ou en continu, se fait 
par I'optimisation de la composition du milieu de culture et des parametres 
5 physico-chimiques de la culture (Temperature, oxygenation, pH, etc.). 

Ces developpements sont longs et couteux et de toutes fagons 
limites par le metabolisme des cellules vivantes en presence. 

^invention, en agissant sur le metabolisme des cellules vivantes 
presentes permet d'adapter lesdites cellules vivantes aux conditions imposees 
10 par les imperatifs technico-economiques et d'en accroTtre le taux de croissance, 
et done par voie de consequence d'augmenter les performances glpbales.de Ja 
biosynthese. 

Dans le cas par exemple des levures dites osmotolerantes 
intervenant dans la production des polyols (sorbitol, mannitol, xylitol...), on 
15 observe des temps de culture variant de 4 a 5 jours sur des concentrations en 
glucose proches de 30 g/l. 

On peut grace a Tinvention mettre les levures en contact avec des 
concentrations en glucose de plus en plus importantes de maniere a orienter 
leur metabolisme naturel vers la production du metabolite extracellulaire ou 
20 intracellulaire desire, tout en augmentant leur taux de croissance c'est-a~dire en 
diminuant les temps necessaires a la culture. 

Cette amelioration se traduit par une augmentation de la 
productivity des equipements utilises et par une diminution du cout de revient 
de la biosynthese. 

25 Le procede selon Tinvention peut etre mis en oeuvre sur de 

longues periodes et meme indefiniment 

La presente demande a aussi pour objet un dispositif de culture de 
cellules vivantes comprenant : 

A : un dispositif de selection comprenant de preference 
30 - deux recipients ou plus permettant de recevoir et maintenir des 

cultures de cellules vivantes en suspension, 
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un ensemble de moyens permettant d'alimenter separement ces 
recipients en fluides de sterilisation de nettoyage ou de neutralisation, 

- un ensemble de moyens permettant d'alimenter ces recipients en gaz, 

- un ensemble de moyens permettant d'alimenter ces recipients en 
substrat, 

- un ensemble de moyens permettant de transferer le contenu d'un 
recipient dans I'autre et vice-versa, 

- optionnellement un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou 
partie du contenu de ces recipients vers un autre dispositif tel qu'un 
recipient bioreacteur, 

- un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou partie du 
contenu de ces recipients vers une poubelie. 

B : un bioreacteur ; 

C : un systeme de moyens pour transferer des cellules vivantes entre le 
dispositif de selection et le bioreacteur ; v> 
D : optionnellement une conduite comportant des moyens pour relier le 
bioreacteur a un dispositif de separation solide-liquide tel qu'un decanteur, 
E : optionnellement une conduite d'evacuation du fluide (eau par example) 

traite ' • 
F. : optionnellement un dispositif de regulation de temperature. 

Les moyens pour transferer le contenu d'un recipient dans I'autre 
et vice-versa peuvent etre des moyens physiques comme des conduites ou des 
moyens humains effectuant des prelevements dans I'un pour les transferer 
dans I'autre. 

La presente demande a plus particulierement pour objet un 
dispositif de culture de cellules vivantes par couplage avec un automate de 
selection de cellules vivantes comprenant : 
- A : un dispositif de selection de cellules vivantes comprenant 

(a) au moins un premier et au moins un deuxieme recipient de culture 
destines a recevoir une culture 

(b) une source de gaz ; 

(c) une source de milieu ; 
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(d) une source pour un agent sterilisant; et 

(e) un systeme de conduites comportant des moyens pour relier au choix 
Tun des deux recipients de culture a la source de milieu tels que des 
vannes ainsi que les deux recipients de culture entre eux et pour relier 

5 au choix I'autre recipient de culture a la source de I'agent sterilisant. 

B : un bioreacteur 

C : un systeme de moyens pour transferer des cellules vivantes entre le 
dispositif de selection et le bioreacteur ; 

D : optionnellement une conduite comportant des moyens pour relier le 
1 0 bioreacteur a un dispositif de separation solide-liquide tel qii'un decanteur 
7 E J_ pptionnellement une conduite dJj§yacuation..jdu.Jfl.uide. (eau . par.exemple) 
traite. 

F : optionnellement un dispositif de regulation de temperature. 

1 5 Dans des conditions preferentielies de mise en ceuvre de Pinvention, 

une ligne de soutirage est installee entre le bioreacteur et le dispositif de 
selection automatise pour permettre de prelever des cellules vivantes 
presentes dans le bioreacteur afin de les faire evoluer dans le dispositif de 
selection automatise ; 

20 - une ligne d'inoculation est installee entre le dispositif de selection automatise 
et le bioreacteur pour permettre d'ensemencer le bioreacteur de maniere 
rep6tee et reguliere avec des cellules vivantes ayant evolue dans le dispositif 
de selection automatise ; 

une ligne supplemental permet d'enrichir le milieu de culture de Pautomate 
25 avec un ou plusieurs additifs ; 

un reservoir de collecte des effluents de rincage et de sterilisation permet de 
recueillir les fluides de sterilisation et de rincage du dispositif de selection 
automatise ; 

- un ensemble de pompes permet le transfert des differents fluides. 
30 Les conditions preferentielies de mise en oeuvre des procedes ci- 

dessus decrites s'appliquent egalement aux autres objets de Pinvention vises ci- 
dessus, notamment aux dispositifs pour leur mise en oeuvre. 
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L'invention sera mieux comprise si Ton se refere aux dessins 
annexes sur lesquels 

la figure 1 represente une vue schematique d'un dispositif de l'invention, 

la figure 2 represente une vue schematique d'un dispositif d'epuration 

biologique d'eaux usees, 

la figure 3 represente une vue schematique d'un dispositif de selection 
automatise decrit dans WO 00/34433. 

Sur la figure 1, on peut observer un bioreacteur 1 relie par un 
systeme de conduites retour 5 et aller 6 a un dispositif de selection de cultures 
automatise 2. Des pompes 13, 14 sont prevues sur ces conduites. 

On peut aussi observer un reservoir tampon 11 de substrat 
alimente exterieurement en substrat et relie par un systeme de conduites 4 
d'une part au dispositif de selection de cultures automatise 2 et d'autre part au 
bioreacteur 1 . Des pompes 9, 10 sont prevues sur ces conduites. 

Un reservoir 8 de collecte des effluents de rincage et sterilisation 
du dispositif de selection de cellules vivantes automatise 2 est prevu. % - 
Une conduite d'arrivee d'additifs 12 est prevue pour I'addition dans le dispositif 
de selection de cellules vivantes automatise 2. . . 

Le dispositif peut notamment fonctionner comme suit : . ; - 
Le bioreacteur 1 et le dispositif de selection automatise 2 sont 
alimentes avec le meme substrat respectivement par les voies 3 et 4. 

Le bioreacteur 1 fonctionnant en continu, le d<§bit d'alimentation en 
substrat appliquee sur la ligne 3 est identique a celui applique a la ligne 7 
correspondant au soutirage de milieu de culture. La ligne 7 peut conduire a un 
dispositif de separation solide-liquide, non represente, tel qu'un decanteur. 

= Une ligne d'inoculation 5 installee entre le dispositif de selection 
automatise 2 et le bioreacteur 1 permet d'ensemencer le bioreacteur 1 de 
maniere repetee et reguliere avec des cellules vivantes ayant evolue dans le 
dispositif de selection automatise 2. 

Une ligne de soutirage 6 installee entre le bioreacteur 1 et le 
dispositif de selection automatise 2 permet de prelever des cellules vivantes 
presentes dans le bioreacteur 1 afin de les faire evoluer dans le dispositif de 



i er aepot 



16 

selection automatise 2. 

Une iigne supplemental 12 permet d'enrichir le milieu de culture 
de Pautomate avec un ou plusieurs additifs. 

Une poubelle 8 permet de recueillir les fluides de sterilisation et de 
5 rincage du dispositif de selection automatise. 

Un ensemble de pompes 9, 10,13 et 14 permet le transfert des 
differents fluides. 

Sur la figure 2, on peut observer un dispositif d'epuration 
biologique d'eaux usees. 

10 On peut observer une partie des elements ci-dessus, a savoir un 

bioreacteur 1 qui est un bassin d'aeration et un dispositif de selection 
automatise 2 alimentes avec le m§me substrat respectivement par les voies 3 
et 4, des lignes d'inoculation et de soutirage 5 et 6 installees entre le 
bioreacteur 1 et le dispositif de selection automatise 2, et une conduite 15 

15 comportant des moyens pour relier le bioreacteur 1 a un dispositif de separation 
solide-liquide, dans le cas present un decanteur 16. 

Sur la figure 3, on peut observer un premier et un deuxteme 
recipient de culture 20, 21, destines a recevoir une culture 22, une source de 
gaz 23, une source de milieu 24, une source 25 pour un agent sterilisant, et un 

20 systeme de conduites comportant des moyens pour relier au choix Tun des 
deux recipients de culture 20 ou 21 a la source de milieu 24 tels que des 
vannes ainsi que les deux recipients de culture 20, 21 entre eux et pour relier 
au choix I'autre recipient de culture 20 ou 21 a la source 25 de I'agent 
sterilisant. Les traits en gras represented les conduites actives lors d'une des 

25 phases de mise en oeuvre du precede. 

Ce dispositif permet la mise a disposition d'une culture 22 dans au 
moins un premier recipient de culture 20, 1'alimentation continue de la culture 22 
dans le premier recipient de culture 20 avec du gaz a partir d'une source de gaz 
23 et reapprovisionnement regulier en liquides a partir d'une source de milieu 

30 24, le transfert de la culture 22 du premier recipient de culture 20 par des 
conduites de liaison 28-31 dans au moins un second recipient de culture 21 au 
moyen d'un circuit de conduite approprie, la connexion du premier recipient de 
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culture 20 avec une source 25 pour un agent sterilisant, pour steriliser le 
premier recipient le culture 20, I'enlevement de I'agent sterilisant du premier 
recipient de culture 20, I'alimentation continue de la culture 22 dans le second 
recipient de culture 21 avec du gaz a partir de la source de gaz 23 et 
reapprovisionnement regulier en liquides a partir de la source de milieu 24, le 
retour de la culture 22 du second recipient de culture 21 par les conduites de 
liaison 28-31 dans le premier recipient de culture 20 au moyen d'un circuit de 
conduite approprte, la connexion du second recipient de culture 21 avec la 
source 25 pour I'agent sterilisant, pour steriliser le second recipient de culture 
21 et I'enlevement de I'agent sterilisant du second recipient de culture 21. 

Les exemples qui suivent illustrent la presente demande. 

Exemole 1 : Byconversion de dechets issus de la production de produits 

pesticides . , v 

On alimente en continu a un debit fixe de 0,75 mL/rhin un 
bioreacteur de 5 litres utiles avec un substrat comprenant des dechets issus de 
la production de produits pesticides. L'analyse de ce dechet met en evidence 
les composes chimiques suivants : des alcools (ex :2-butoxyethanol)., des 
alcanes (ex : propane-2,2-dimethoxy), des chlorophenols (ex : 2,4- 
dichlorophenoi), des aromatiques (ex : 1,1-biphenyle, 1-methylnaphtalene, 
2-methylnaphtalene, 2-ethylnaphtalene), des composes bromes 
(ex : benzonitrile-3,3-dibromo-4-hydroxy) et des pesticides (ex : 2,4-D- 
butoxyethylester, MCP et MCPP). La demande chimique en oxygene de ce 
dechet est de 2450 mg/L. Le bioreacteur est inocul<§ avec 10 mL d'un melange 
de cellules vivantes de microorganismes isolees a partir de prelevements 
provenant de differentes niches ecologiques ou boues activees de stations 
d'epuration ; ces cellules vivantes sont selectionnees parce qu'elles sont 
capables de degrader les dechets. 

Le regime continu est maintenu en fixant une DCO residuelle de 
1000 mg/L, ce qui repr6sente un rendement de bioconversion stabilise 
a 59,18%. 



lei uepot 



18 

Par ailleurs, on alimente egalement un dispositif de selection 
automatise du type decrit sur la figure 1 de WO-A-00/34433 muni de recipients 
de culture de 25 mL avec le meme substrat et inocule avec le meme melange 
de cellules vivantes que precedemment. Au depart, dans les deux recipients on 
5 a done les memes cellules vivantes. 

Des que la consigne de turbidite est atteinte pour le systeme de 
s6lection (detection au turbidostat), il est precede automatiquement a 
T inoculation du bioreacteur par 10 mL du milieu present dans le dispositif de 
selection automatise. 

10 Apres 9 semaines de fonctionnement, on constate que les cellules 

vivantes issues du dispositif de selection automatise, dont le taux de croissance 
a double durant cette periode (passant de 0,009 a 0,018 h" 1 ), ont remplace la 
population de cellules vivantes presente a I'origine dans le bioreacteur. A ce 
stade final, seulement deux microorganismes ont pu etre identifies comme etant 

1 5 Deiftia acidovorans et Pseudomonas putida A. 

II a de ce fait ete possible d'augmenter de 100 % le debit 
d'ali mentation du fermenteur tout en maintenant le meme rendement de 
bioconversion. 
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REVENDICATIONS 

1. Un procede de traitement en continu, semi-continu ou 
discontinu d'un substrat (24), dans lequel ledit substrat (24) installe dans un 

5 recipient bioreacteur (1) est soumis a Taction d'une culture de cellules vivantes 
C1 permettant d'effectuer une reaction R1 sur ledit substrat (24) : et dans lequel 
on inocule periodiquement le milieu a I'aide de cellules vivantes C2 ameliorant 
ladite faction, lesdites cellules vivantes C2 etant issues d'une selection 
effectuee par un dispositif de selection automatique (2), d'une population de 

10 cellules vivantes dynamiques et ledit dispositif de selection automatique (2) de 
cellules vivantes etant alimente par le meme substrat (24) que le recipient 
bioreacteur (1) et etant inocule a I'origine par les cellules vivantes C1 presentes 
dans la cuve du recipient bioreacteur (1). 

2. Un procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
15 le dispositif de selection automatique (2) des cellules vivantes dynamiques, 

comporte : 

- deux recipients (20, 21) ou plus permettant de recevoir et maintenir des 
cultures de cellules vivantes en suspension, 

un ensemble de moyens permettant d'alimenter separement ces recipients en 
20 fluides de sterilisation (25), de nettoyage ou de neutralisation, 

un ensemble de moyens permettant d'alimenter ces recipients en gaz (23), 

- un ensemble de moyens permettant d'alimenter ces recipients en substrat 
(24), 

- un ensemble de moyens (28-31) permettant de transferer le contenu d'un 
25 recipient (20) dans I'autre (21) et vice-versa 

un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou partie du contenu de 
ces recipients vers un autre dispositif tel qu'un recipient bioreacteur (1) 
un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou partie du contenu de 
ces recipients (20,21) vers une poubelle. 
30 3. Un procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 

que le dispositif de selection automatique de cellules vivantes dynamiques 

comporte notamment 
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(a) au moins un premier et au moins un deuxieme recipient de culture (20, 21) 
destines a recevoir une culture (22) 

(b) une source de gaz (23) ; 

(c) une source de milieu (substrat)(24) ; 

5 (d) une source (25) pour un agent sterilisant; et 

(e) un systeme de conduites comportant des moyens pour relier au choix I'un des 
deux recipients de culture (20 ou 21) a la source de milieu (24) tels que des 
vannes ainsi que les deux recipients de culture (20, 21) entre eux, et pour 
relier au choix I'autre recipient de culture (20 ou 21) a la source (25) de I'agent 
10 sterilisant. 

4. Un procede selon Tune des revendications 1 a. 3 
caracterise en ce que les cellules vivantes C2 sont issues de la selection 
effectuee parmi une population de cellules vivantes dynamiques exclusivement 
en suspension. 

15 5. Un procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise 

en ce que le recipient bioreacteur (1) est un bassin d'aeration d'une station 
d'epuration, le bassin de methanisation d'une unite de traitement biologique 
anaerobie, une lagune, un plan d'eau, une cuve de 0,5 litre a 100 m 3 ou un 
fermenteur. 

20 6. Un procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise 

en ce que les cellules vivantes C2 utilisees ameliorant la reaction de 
byconversion peuvent notamment etre produites par mise en ceuvre d'un 
procede comportant les etapes suivantes : 

(a) mise a disposition d'une culture (22) dans au moins un premier recipient de 
25 culture (20) ; 

(b) alimentation continue de la culture (22) dans le premier recipient de culture 

(20) avec du gaz a partir d'une source de gaz (23) et reapprovisionnement 
regulier en liquides a partir d'une source de substrat (24) ; 

(c) transfert de la culture (22) du premier recipient de culture (20) par des 
30 conduites de liaison (28-31) dans au moins un second r6cipient de culture 

(21) au moyen d'un circuit de conduite approprie ; 

(d) connexion du premier recipient de culture (20) avec une source (25) pour un 
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agent sterilisant, pour steriliser le premier recipient le culture (20) ; 

(e) enlevement de I'agent sterilisant du premier recipient de culture (20) ; 

(f) alimentation continue de la culture (22) dans le second recipient de culture 
(21) avec du gaz a partir de la source de gaz (23) et reapprovisionnement 

5 regulier en liquides a partir de la source de milieu (24) ; 

(g) retour de la culture (22) du second recipient de culture (21) par les conduites 
de liaison (28-31) dans le premier recipient de culture (20) au moyen d'un 
circuit de conduite approprie ; 

(h) connexion du second recipient de culture (21) avec la source (25) pour I'agent 
1 0 sterilisant, pour steriliser le second recipient de culture (21 ) ; et 

(i) enlevement de I'agent sterilisant du second recipient de culture (21 ) ; 

7. Un precede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise 
en ce que le substrat (24) est 

- un milieu contenant un compose dont on envisage la conversion metabolique, 
15 par exemple une eau d'origine industrielle, une eau d'origine municipale par 

exemple des eaux usees domestiques, un polluant accidentpl de 
I'environnement par exemple la presence en mer d'une. fcoappe 
d'hydrocarbures ou d'autres produits chimiques, un effluents : chimique 
repandu sur le sol, un sol pollue aux metaux lourds ou a la dioxine, ou \a 
20 - un compose dont on envisage la conversion metabolique par exemple le 
glucose, I'ethanol ou I'acide oxalique, ou 

- un compose organochlore volatil, un pesticide organochlore, un hydrocarbure 
aromatique polycyclique halogene ou un solvant. 

, 8. Un procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise 
25 en ce que la cellule vivante comprend une ou plusieurs especes bacteriennes, 
des cellules animates ou vegetates, des algues, des levures ou des 
champignons. 

9. Un procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que I'inoculation periodique en provenance du dispositif de selection 

30 automatique (2) de cellules vivantes est effectuee au moins une fois par 
semaine. 

1 0. Un dispositif de culture de cellules vivantes comprenant : 
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A : un dispositif de selection 
B : un bioreacteur (1) 

C : un systeme de conduites (5,6) comportant des moyens pour relier le 
dispositif de selection (2) au bioreacteur (1) ; 
5 - D : optionneilement une conduite (15) comportant des moyens pour relier le 
bioreacteur (1) a un dispositif de separation solide-liquide tel qu'un decanteur 
(16), 

E : optionneilement une conduite d'evacuation du fluide (eau par exemple) 
traite, 

10 - F : optionneilement un dispositif de regulation de temperature. 

11. Un dispositif de culture de cellules viyantes selpn la 
revendication 10, caracterise en ce que le dispositif de selection (2) comprend: 

deux recipients (20,21) ou plus permettant de recevoir et maintenir des 
cultures de cellules vivantes en suspension, 
15 - un ensemble de moyens permettant d'alimenter ces recipients en substrat 
(24), 

un ensemble de moyens (28-31) permettant de transferer le contenu d'un 
recipient (20) dans Pautre (21) et vice-versa 

un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou partie du contenu de 
20 ces recipients vers un autre dispositif tel qu'un recipient bioreacteur (1) 

un ensemble de moyens permettant d'evacuer tout ou partie du contenu de 
ces recipients (20,21) vers une poubelle. 

12. Un dispositif de culture de cellules vivantes par couplage 
avec un automate de selection de cellules vivantes selon la revendication 1 1 

25 comprenant : 

A : un dispositif de selection de cellules vivantes (2) comprenant 

(a) au moins un premier et au moins un deuxieme recipient de culture (20, 
21) destines a recevoir une culture (22) 

(b) une source de gaz (23) ; 
30 (c) une source de milieu (24) ; 

(d) une source (25) pour un agent sterilisant; et 
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(e) un systeme de conduites comportant des moyens pour relier au choix 
Tun des deux recipients de culture (20 ou 21) a la source de milieu (24) 
tels que des vannes ainsi que les deux recipients de culture (20, 21) 
entre eux et pour relier au choix I'autre recipient de culture (20 ou 21) a 
la source (25) de I'agent sterilisant. 

B : un bioreacteur (1) 

C : un systeme de conduites (5,6) comportant des moyens pour relier le 
dispositif de selection au bioreacteur (1) ; 

D : optionnellement une conduite (15) comportant des moyens pour relier le 
bioreacteur (1) a un dispositif de separation solide-liquide tel qu'un decanteur 
(16), 

E : optionnellement une conduite (7) d'evacuation du fluide (eau par exemple) 
traite, 

F : optionnellement un dispositif de regulation de temperature. 
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